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@ Miiieu nutrfflf pour ia culture de microorganismes. 



@ LInvention conceme un milieu nutritif pour ia culture de microorganismes comprenant de I'alanine, 
de Targinine, de I'asparagine, de I'acide aspartique, de la cysteine, de la glutamine, de I'acide 
glutamique. de la glycine, de Thistidine, de Tisoleucfne, de la leucine, de la lysine, de la methionine, de 
la phenylalanine, de la proline, de la serine, de la threonine, du tryptophane, de la tyrosine, de la valine, 
de la biotine, du pantothenate de calcium, de Tadde folique, de Tinositol, de la vitamine PR, de la 
vitamine B6, du chlorure de thiamine, de Tacide lipoTque, de la choline, de I'oxaloacetate tfethyle, de la 
spermidine, du Tween 80, des nucleosides puriques et pyrimldiques, du glucose, de Tacide malique, du 
fer, du potassium, du magnesium, du caldum. du sodium, du chlorure. de i'ion phosphate, de i'ion 
ammonium, dun tampon acide, et d'un tampon basique. 
L'invention conceme aussi i'utiiisation d'un tel mlieu. 
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La pr6sente invention a pour objet un milieu nutritif essentiellement synth^tique pour microorganrsmes. 
En particulter, invention se rapporte d un milieu nutritif pour la culture de microorganismes et son utilisation 
dans la determination de I'activitd d'une substance active contra lesdits microofQanismes. 

Par milieu essentiellement synth6tique selon I'invention, on entend un milieu dent au moins ies consti- 
5 tuants indispensables d Tobtention de ce milieu ayant Ies propriety d^crites plus loin, sont synth§tiques. 

Les quality requises pour Ies milieux nutritifs pour microorganismes sont celles d^crites par Ericsson H.M. 
et al. (J.C. 1977. Antibiotic Sensitivity Testing., Report of an international collaborative study. Munksgaard, 
Kobenhavn) d savoir : 

- permettie la croissance d'une majority de bad^ries diniquement importantes sans ndcessitd tfenrichis- 
10 sement compl^mentaire, 

- contenir des 6l6ments de base (peptones) de quaiitd satisfaisante, 

- assurer une reproductibiiitd des tests de sensibiiitd quel que soit le lot et/ou le fournisseur, 

- ne pas pr6senter d'antagonisme vis-d-vis des antibiotiques, 

- ne pas dtre sujet d d'importantes variations de pH, 

IS - §tre isotonique pour des bact6ries et supporter I'addition de sang sans provoquer d'hSmolyse. 

Le milieu actuellement Gonsld6r6 comme milieu de r§fdrence par I'ensemble des sp^cialistes est le milieu 
Mueller-Hlnton g^losd qui satisfait reiativement bien toutes ces exigences. Cependant, diff6rents probi^mes 
sont rencontr§s qui sont la consequence de son caractfere complexe, le milieu Mueller-Hlnton etant constitue 
d'infusion de vlande de boeuf. d'hydrdysat de cas6lne et d'amidon. Notamment, en ce qui concerne retude 

20 des antibiotiques, un milieu complexe ne permet pas de mattriser la concentration des constituants connus, 
tels que les ions bivalents, la ttiymidine. le PBA(acide para-aminobenzoTque), I'adde folique, pour optimlser 
leur activity, ce qui rend fastidleuse, voire impossible, toute tentative visant d correier une difference d'activite 
d'un antibiotlque avec une difference de composition. Par ailleurs, non seulement la composition du milieu 
Mueller-Hlnton peut verier d'un lot e I'autre en provenance d'un m§me fournteseur, mais une importante dif- 

25 ference a ete mise en evidence lors des changements defournisseur. Cette variabilite de composition entraTne 
un manque de reproductibllite de la croissance bacterienne et de I'adivite des antibiotiques. Ces probiemes 
se trouvent accrue avec la forme liquide de ce milieu, qui de plus n'est pas parfaitement adaptee e une utili- 
sation sur un automate, en raison de ses mediocres qualites optlques, du fait qu'il contient des constituants 
peu solubles comme I'amidon. 

30 Pour resoudre les probiemes de reprodudibtlite, des milieux dits synthetiques ont ete proposes, c'est-d- 
dure des milieux qui sont essentiellement depourvus de composants naturels. Par ailleurs, ces milieux lors- 
qu'ils sont sous forme liquide presentent une qualite optique suff isante pour permettre une mesure f lable et 
reprodudible sur des automates. 

Cependant, d'une te^on generale, les milieux synthetiques decrits pouri'antibiogrannme ne sont presentee 

35 que pour quelques espeoes, souvent cdles ayant ies ex^enoes nutritives les plus faibles, et leurs qualites nu- 
tritives sont inferieures e celles du milieu Muelier-Hinton de reference (voir par exemple les artides de Hoeprich 
P.D. et al., Syntfietic medium for susceptibility testing, anti-microbial. agents and chemotherapy (1970) ; 
Dougherty P.P. et al.. Chemically defined medium for susceptibility testing of antimicrobial agents, Antimicro- 
bial, agents and chemotherapy, 10 (6) 2. 923-925 (1976), Lawrence R.M. et al., Totally synthetic medium for 

40 susceptibility testing. Antimicrobial agents and chemotherapy. Vol 13, 3, 394-398 (1 978)). Par ailleurs, le bre- 
vet EP-0 019 054 decrit un milieu synthetlque pour la croissance de microorganismes et son utilisation pour 
la determination de factivite d'une substance therapeutiquement active contra un microorganisme. La compo* 
sition de ce milieu fait qu'il n'est applicable qu'e la croissance et e la determination de la sensibllite aux anti- 
biotiques des germes les plus courants et des bacteries anaerobies. De plus, la determination de la sensibiiite 

45 aux antibiotiques ne peut etre effectuee qu'apres 12 d 24 heures d'Incubatlon. 

II devenait done n6cessaire de disposer d'un milieu synthetlque qui presente les qualites nutritives du mi- 
lieu Muelier-Hinton de reference et qui, de plus, solt adapte pour la croissance et la determination de la sen- 
sibiiite aux antibiotiques des baderies les plus couramment isoiees en clinlque. 

AussI, la Demanderesse a mis au point un milieu qui repond aux exigences precitees et qui par ailleure, 

so lorsqu'il est sous forme liquide, permet une lecture de I'antibiogramme tres rapide, h savoir apr^s 3 d 5 heures 
d'Incubatlon pour ies enterobacteries et moins de 1 0 heures pour les Pseudomonas par analyse de la cinetique 
de croissance. 

Le milieu selon rinvention comprend un milieu nutritif pour la culture de microorganismes. caraderise en 
ce qu'il comprend 7-70 mg/l d'alanine, 8-80 mg/l d'arginine, 5-50 mg/l d'asparagine, 6-60 mg/i d'acide aspar- 
55 tique. 2-20 mg/l de cysteine. 4-40 mg/l de glutemine. 8-80 mg/l d'adde glutamique, 7-70 mg/l de glycine, 2,5- 
25 mg/l d'histidine, 6-60 mg/l d'isoleudne, 9-90 mg/l de leucine, 9-90 mg/l de lysine, 4-40 mg/l de methionine, 
5-50 mg/l de phenylalanine, 4-40 mg/l de prdine, 4-400 mg/i de serine. 5-50 mg/l de threonine, 2-20 mg/l de 
tryptophane, 4-40 mg/i de tyrosine, 8-80 mg/l de valine, 0,01-0,2 mg/l de biotine, 0,01-0,3 nng/i de pantothe- 
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nate de calcium, 0.001-0,01 mg/l d'aclde follque, 0,01-0,5 mg/l d'Inositol. 0.04-0,2 mg/l de vftamlne PP, 0,02- 
0,3 mg/i de vitamlne B6. 0,01-0,1 mg/l de chloaire de thiamine, 0,005-0,05 mg/l d'adde lipoTque, 0,1-5 mg/l 
de choline, 1-10 mg/l d'oxaloacdtate d'6thyle, 0.1-1 mg/l de spermidine, 5-50 mg/l de Tween 80 [eorbltan mono- 
&-octadecenoate poly(Qxy.1 .2-ethanediyl) rtMrenc^ sous le nombre 7455 dans THE MERCK INDEX (1 0th Edi- 

5 tion)]. des nucleosides puriques et pyrimidiques dans un rapport des premiers aux seconds compris entre 1 ,5 
et 2. les nucleosides puriques consistant en l'ad6noslne et la guanosine, dans un rapport de la premiere d la 
seconde compris entre environ 0,8 et 1,2, les nucleosides pyrimidiques consistant en la cytidine et I'uridine. 
dans un rapport de la premiere d la seconde compris entre 1 et 3, 100-10000 mg/l de glucose, 100-10000 mg/i 
d'adde malique. 0,02-0,583 mg/l defer. 49.3-493 mg/l de potassium. 1.2-12 mg/l de magnesium, 2,7-27.2 mg/l 

10 de calcium, 1,18-3,15 de sodium, 1820-5000 mg/l en chlorure, 17.8-178.3 mg/l en ion phosphate. 33.6-338,0 
mg/l en Ion ammonium, 2000-20000 mg/l d'un tampon adde, et 1000-10000 mg/l d'un tampon l>asique. 

En particulier, le milieu selon 1' invention comprend 5-50 mg/l d'addnosine, 3-30 mg/l de cytidine, 6-80 mg/l 
de guanosine, 1-10 mg/i d'uridine, 0,2-5 mg/t de pyrophosphate ferrique, 100-1000 mg/l de phosphate de po- 
tassium dibasique, 10-110 mg/l de chlorure de magnesium, 10-1 00 mg/l de chlorure de calcium, 100-1000 mg/l 

16 de chlorure d'anrvnonium. 3000-8000 mg/l de chlorure de scxJium. 

Avantageusement, le milieu de I'invention comprend en outre jusqu'd 0,022 mg/l de molybdene, de pre- 
ference sous fbnme de mdybdate d'ammonium, en concentration au plus 6gale d 0,04 mg/i, jusqu'e 0,01 0 mg/l 
de oot)alt, de preference sous forme de chlorure de cobalt, en concentration au plus 6gale e 0,04 mg/i, Jusqu'e 
0.027 mg/l de manganese, de preference sous forme de chlorurs de manganese, en concentration au plus 

20 egale e 0.1 mg/l, jusqu'e 0,007 mg/l de zinc, de preference sous forme de sulfate de zinc, en concentration 
au plus egale e 0.03 mg/l. jusqu'd 0.128 mg/l de curvre.de preference sous forme de sulfate de curvre. en 
concentration au plus egale k 0,5 mg/l, jusqu'e 0,088 mg/l de bore, de preference sous forme d'acide borique, 
en concentration au plus egale e 0,5 mg/l, Jusqu'd 18,4 mg/l d'lon sulfate, de preference sous fonme de sutfete 
de potassiuni, en concentratfon au plus egale e 100 mg/l, jusqu'd 0,1 mg/l de riboflavine, jusqu'e 0,005 mg/l 

25 de cyanocobalamine, Jusqu'd 0,1 mg/l de menadione, jusqu' e 0,5 mg/l d'acide t>orique et/ou jusqu'e 5 mg/l 
de glycerol. 

Dans la presente invention, "jusqu'e" veut dire e une concentration au plus egale e. 

Encore plus avantageusement, le milieu selon I'lnvention comprend 0,0005-0,005 mg/l de cyanocobala- 
mine, 0,01-0,1 mg/l de menadione, 0,01-0,5 mg/l de menositol, 0,01-0,1 mg/l de ribonavine. 0,1-5 mg/l de gly- 
30 cerd, 0,0004-0,04 mg/l de molybdate d'ammonium, 0.0004-0,04 mg/l de chlorure de cobalt, 0,001-0.1 mg/l 
de chlorure de manganese, 0.0003-0,03 mg/l de sulfete de zinc, 2000-20000 mg/l de tampon MOPS [3-[N- 
morphoiino]propane acide sulfonique, commercialise par la Sodete SIGMA sous la leference M(254)], 1000- 
10000 mg/l de tampon Tris (tri8(hydrQxymethyl]aminomethane), oommerdaIls6 par SIGMA sous la reference 
T-1503. 

35 Avantageusement, le milieu de I'lnvention comprend au moins 65 mg/l d'alanlne, 73 mg/l d'arginine, 43 
mg/l d'asparagine, 53 mg/l d'acide aspartlque, 16 mg/l de cysteine. 37 mg/l de glutamine, 73 mg/l d'acide glu- 
tamique. 66 mg/l de glycine. 22 mg/l d'histidine, 54 mg/l d'i^leucine, 84 mg/l de leudne. 89 mg/l de lysine, 
33 mg/l de methionine. 44 mg/l de phenylalanine. 36 mg/l de proline, 320 mg/l de serine, 43 mg/l de threonine, 
1 7 mg/i de tryptophane, 36 mg/l de tyrosine, 70 mg/l de valine, 0,03 mg/l de biotine, 0,03 mg/l de pantothenate 

40 de caldum. 0.0008 mg/l de cyanocobalamine, 0.005 mg/l d'adde follque. 0,05 mg/l de menadione, 0.15 mg/l 
de mesolnositol, 0,15 mg/l de vitamlne PP, 0,15 mg/l de vitamine B6. 0.03 mg/\ de riboflavine, 0,03 mg/l de 
chlorure de thiamine, 0,01 mg/l d'adde lipolique, 1 ,5 mg/I de chdine, 2,6 mg/l de glycerol. 5 mg/l d'oxaloacetate 
d'ethyle. 0.75 mg/l de spermidine, 10 n^l de Tween 80. 15 mg/l d'adenosine, 10 mg/l de cytidine, 20 mg/l de 
guanosine. 6 mg/l d'uridine, 750 mg/l de glucose. 500 mg/l d'adde malique, 0.004 mg/l de molybdate d'am- 

45 monlum, 0,004 mg/l de chlorure de cobalt, 0.016 mg/l de chlorure de manganese, 0,003 mg/l de sulfate de 
zinc, 1,8 mg/l de pyrophosphate ferrique, 0,25 mg/l de sulfate de cuivre, 0,025 mg/l d'adde borique. 50 mg/l 
de sulfate de potassium. 230 mg/l de phosphate de potassium dibasique, 100 mg/l de chlorure de magnesium, 
90 mg/l de chlorure de calcium, 500 mg/l de chlorure d'ammonium, 7500 mg/l de chlorure de sodium, 15000 
mg/l de tampon MOPS, 7000 mg/l de tampon Tris. 

so Dans un nwde de realisation de I'invention. le milieu comprend de plus, au moins un peptide k une concen- 
tration comprise entre 50 e 100 mg/l ou un melange de peptides d une concentration comprise entre 50 et 
1000 mg/i. les peptides presentant une longueur comprise entre 4 et 15 acides amines. 

En particulier. le peptide est choislpanni les peptides presentant les sequences d'addes amines suivantes: 
Ala-Gly-Ser-Glu, 

55 Glu-Asp-Arg-Pro-Pro-Leu-Phe-Gly-Gln-Gly^Thr-Val. 
et 

Ala-Ser-Asp-Ala-Lys-Ala-Tyr-Asp-Thr-Glu-Ved. 
Selon une formulation avantageuse du milieu de I'lnvention, ce dernier comprend en outre un extralt de 
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boeuf , dont la concentration est de pr6f6rence comprise entre 2 et 1 0 g/l. L'addltion d'un extrait de boeuf permet 
notamment de favoriser la crolssance d'esptees telles que Staphylococcus saprophyticus, Xanthomonas mal- 
tophilia et Acinetobacter iwoff i. 

Le milieu de I'invention peut indiffgremment §tre pr6par6 sous forme iiquide ou g^los^e. Lorsqu*il est pr6- 

5 par6 sous forme g6los6e, un agent g^lif iant est ajout6 au milieu. L'agent g6iif iant peut dtre tout agent g^lif iant 
conventlonnei connu tel que de la gelatine, de ragar, de I'agarose, etc. Cependant, pour conserver la nature 
essentiellement synth6tique du milieu, on choisit de pn6f§rence Tagarose k une concentratbn d'environ 10000 
mg/l conrvne agent g6lif iant 

Bien entendu, les composants du milieu tels que d6crits chdessus peuvent %tre remplac6s par des 6qui- 

10 vaients sans que cela modifie la nature et les propri^t^ du milieu de i'invention. Ainsi, les sels d'acides ou 
de bases mentbnnds peuvent Stre remplacSs par une quantity ^uivalente de base libre ou d'aclde Hbre ou 
par une quantity 6qulvalente d'un sel avec un acide ou une base diffSrenL De mdme, une base libre ou un 
acide IOmb peut dtre present sous la fonra d'un sel approprid. Egalement, un composant d6f ini comma un hy- 
drate peut 6tre present sous une forme anhydre ou §tre remplac6 par un hydrate diff6rent qui aurait les mfimes 

IS propridt^s, selon des entires connus en soi. De m6me, un agent 6mulsif iant et dispersant ayant, selon des 
caract^ristiques oonnues en sol, des propridtte identiques ou voisines du Tween 80, pourrait dtre substltud k 
celui-ci. 

L'lnventlon sera mieux comprise d la lecture de la description ddtaillte qui va suivre, ftilte en f^f&rence 
aux figures annex6es dans iesquelles les abcisses repr^sentent le temps en minutes et les ordonn^es une 

20 density optique k 650 nm sur i'appareii MS2 de la Soci6t6 ABBOTT. 

La figure 1 montre I'effet d'une augmentation de la concentration en serine dans le milieu de I'invention 
symbolisd par iST, en comparalson avec la crolssance obtenue avec le milieu Mueller-Hlnton commercialism 
par la Socldt6 DIFCO LABORATORIES sous ia r6f6rence 0757-01^. La oourbe a repr^nte la crolssance 
obtenue avec le milieu iST oomprenant une concentration initlale de serine de 32 mg/l. La courbe b repr^sente 

25 la crolssance avec le milieu IST pour une concentration en serine augment6e d'un fecteur 1 0. La courbe c re- 
pr§sente la crolssance obtenue avec le milieu Mueller-Hinton. 

La figure 2 repr^ente I'effet de la concentration en acides amines du milieu IST sur la crolssance de Pseu- 
domonas aeruginosa ; a illustre la crolssanoe obtenue avec la concentration initiale des diff6rents acides ami- 
nes de 108 mg/l, et b montre I'effet d'une augmentation de la concentration en acides amines d'un fecteur 3. 

30 La figure 3 montre I'influence de la concentration en chlorure de sodium du milieu 1ST sur la croissance 
de Proteus mirabills ; a, b, c et d lllustrent cette influence d des concentrations respectives de Naa, de 0,3% . 
0,5%, 1%et 0,75%. 

La figure 4 Illustre I'influence de ia concentration en chlorure de sodium du milieu iST, sur la croissance 
de Vibrio parahaemolytlcus; a, b, c et d conrespondent d des concentrations respectives de Naa, de 0,3% , 
35 0,5%, 0.75% et 1%. 

La f ^ure 5 Illustre I'effet de I'acide follque sur la crolssance d'Enterococcus faecium. i-a courbe a repr6- 
sente les r^suitats obtenus sans acide follque, et la courbe b repr^ente la croissance obtenue avec addition 
au milieu IST de 0,005 mg/l d'acide follque. 

La figure 6 montre I'effet de I'acide llpoTque sur la croissance d'Enterococcus feecalis, la courbe a repr6- 
40 sentant les r6sultats obtenus avec un milieu IST ddpourvu d'acide llpoTque et la courbe b lllustrant la crolssance 
de cette souche apr&s addition au milieu IST d'aclde llpoTque d une concentration de 0,01 mg/l. 

La figure 7 nrrantre I'effet de la spermidine sur la croissance de Proteus mirabilis. a reprteente les r^ultets 
obtenus avec le milieu IST ddpourvu de sperntidine et b la croissance obtenue aprte addition de 0,25 mg/l 
de spermidine. 

45 La figure 8 illustre I'effet de l'oxaloac6tate d'6thyle sur la croissance de Staphyiocioocus saprophyticus. a 
reprdsente la croissance obtenue avec un milieu IST d6pourvu d'oxaiac6tate d'dthyle, et b repr^sente les r6- 
sultets obtenus avec 5 mg/l d'oxalacdteto d'6thyle. 

La figure 9 repr^nte i'effet de la suppression du Tween 80 sur la croissance d'Enterococcus faecalis. 
La courbe a repr6sente la croissance obtenue avec un milieu IST ddpourvu de Tween 80 et la courbe b les 
50 r6sultets apr6s addition 10 mg/l de Tween 80. 

La figure 10 montre I'effet de i'acide L-mallque sur la croissance d'Alcaligenes faecalis. La courbe a re- 
prdsente la crolssance obtenue avec le milieu IST d^pourvu d'acide L-malique et la courbe b les r6sultets aprds 
addition d'une concentration de 500 mg/l d'aclde L-mallque. 

La figure 11 Illustre I'effet de I'acide L-mallque sur la crolssanoe de Pseudomonas aeruginosa, la courbe 
55 a conrespondent d la croissance obtenue avec un milieu IST d6pourvu d'aclde L-mallque et la courbe b aprSs 
addition d'une concentration de 500 mg/l d'aclde L-malique. 

Les figures 12 et 13 lllustrent la compatibilltd k une concentration d^temiinte de I'acide follque avec I'ac- 
tlvlte de certains antlblotlques. Elles montrent la crolssance d'Enterococcus feecalis respectlvement sur le ml- 
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lieu 1ST de Tinvention et le milieu Mueller HInton sans antiblotlque (courbes b) et en pr6senoe d'un antlblotique, 

le trim6thoprime d une concentration de 0,25 nng/i (court)es a). Ces figures confirment I'lnhibition de la crois- 

sance de cette souche, quel que soit le milieu, par une concentration de 0,25 mg/l de trimdthoprime. 

La figure 14 montre IWIuence de {'addition du peptide Ala-Gly-Ser-Glu dans le milieu 1ST de I'lnvention 
5 et la comparaison avec les r6sultats obtenus par I'ajout d'acides amines libres oonstitutifs de ce peptide. 1^ 

courbe a con^spond aux r6sultats obtenus avec le milieu de I'invention sans addition du peptide pr§cit6, ni 

ajout des addes amines libres oonstitutifs de oe peptide. La courbe b illustre les rteultats obtenus avec I'ad- 

dition des acides aminds Ala, Gly, Ser, QLu respectivement d des concentrations de 11, 9. 12,5 et 17,5 mg/l. 

La courbe c montre les r^sultats obtenus avec Tadditlon des acides amines Ala, Gly, Ser, GLu respectivement 
10 d des concentrations de 22, 18, 25 et 35 mg/l. La courbe d correspond d la croissance bact6rienne obtenue 

apr^ addition au milieu de 50 mg/l du peptide. La court>e e illustre les rfeuHats obtenus aprte addition de 

100 nog/I de oe mdme peptide. 

La figure 15 illustre la comparaison entre la croissance d'une souche de S. agalactiae avec le milieu 1ST 

de invention (courbe a) et le milieu de I'art antdrieur (Mueller-Hinton) (courbe b). 
IS La figure 1 6 dtablit la comparaison de la croissance d'une souche d'E. faecium avec le milieu de I'invention 

(courbe a) et le milieu de Tart ant^rieur (courbe b). 

La figure 1 7 illustre I'inf luence de I'incorporation d'un extrait de boeuf dans le milieu 1ST. sur la croissance 

de Staphylococcus saprophytlcus. a represents la croissance obtenue avec un milieu ISTd6pourvu d'extrait 

de boeuf, et b reprfeente les r6sultats obtenus avec 5 g/l d'extrait de boeuf. 

20 

Example 1 : oomposKlon du milieu 

Le milieu selon I'invention oomprend des acides amines, une base min6rate, des vKamines et facteurs de 
crobsance, des sources de carbone, des nuddosides et un tampon. 

25 Les 20 acides anriinds oonstitutifs des protSines, tous de la sdrie L, d I'exception de la glycine, sont Indus 
dans la composition du milieu. 

La concentration de cheque acide amin6 a 6t6 d6termin6e par r^fdrence aux proportions relath^es en ad- 
des amines de E.coll, qui est I'esptee bact6rienne la mieux oonnue et la plus souvent isol6e en dinique. Les 
proportions d'acides amin6s ont M estim6es d'une part par I'analyse chimique d'un hydrolysat de protSine 

30 (Neidhart F. C. (1988) Chemical composition of Escherichia cdi in Escherichia coll and Salmonella typhlmu- 
rium, American Society of Microbiology, Washington D.C. voi.1 : 3-8) et d'autre part par Tanalyse statlstlque 
des codons des prot6lnes fortement exprim^es (Manoio G., (1 987) Origine et fonction du code g6n6tique chez 
E. Coll: structuration en banque de donndes et analyse statlstlque des sequences nudtotldiques, thtee de 
Doctorat 6s-Sciences, Lyon). 

35 Les r6sultats obtenus par ces deux approches sont r6sum6s dans le tableau 1 d-dessous. Les proportions 
portent sur des concentrations mdalres, et sont donndes en pourcentage d'acides amines. 

TABLEAU 1 

40 





Ala 


hra 


Asx 


cys 


GlX 


Gly 


His 


He 


Leu 


(1) 


9,6 


5,5 


9,0 


1,7 


9,8 


11,5 


1,8 


5,4 


8,4. 


(2) 


10,6 


6,8 


9,6 


0,5 


10,5 


8,6 


1,6 


5,7 


7,1 




Lys 


Met 


Phe 


Pro 


Ser 


Thr 


Trp 


Tyr 


val 


(1) 


6,4 


2,9 


3,5 


4,1 


4,0 


4,7 




2,6 


7,9 


(2) 


7,8 


2,3 


3,1 


3,2 


4,2 


5,5 


0,5 


2,6 


8,8 




(1) 


fait 


reference 


11 1 ' analyse 


Chimique 


d'un 



hydrolysat de protilnes. 

(2) correspond & I'analyse statlstlque des codons 
des prot61nes fortement exprlnfies. 
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Asx et Glx font respectivement rdTdrence d un melange adde glutamlque-glutamine et acide aspartique- 
asparagine. 

La distinction entre les formes acide et amine de ces addes aminds a 6t6 effectude avec la methods de 
Manoio. Les proportions relatives donn§es en pourcentage sent les suivantes : Glu 7,0 %, Gin 3,5 %, Asp 5,5 
5 %. Asn 4,1 %. 1^ proportions entre les concentrations molatres des diff6rents acides amines retenues sent 
celles qui ont 6t6 d6termm6es par la mSthode de Neidhart, d ('exception des rapports Glu/Gin et Asp/Asn, qui 
sent respectivement de 2 et 1 ,3, d^terminds par la m6thode de Manoio. 

Les proportions en pourcentage des acides aminds du milieu sur la base des concentrations molaires, sent 
r6sum6es dans le Tableau 2 d-dessous. 

io 

TABLEAU 2 
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Ala 


Aig 


Asn 


Asp 


Cys 


Gin 


Glu 


Gly 


His 


lie 


9,6 


5.5 


3.8 


5,2 


1,7 


3.3 


6.5 


11.5 


1.8 


5,4 


Leu 


Lys 


Met 


Phe 


Pro 


Ser 


Thr 


Trp 


Tyr 


Val 


8.4 


6.4 


2.9 


3.5 


4.1 


4.0 


4.7 


1,1 


2.6 


7.9 



La composition qualitative et quantitative en addes amines a ensuite 6t6 optimiste pour les dlff^ntes 
esp^ces, afin d'obtenir una croissance conforme k celle obtenue avec le milieu Mueller-Hinton de r^forence. 
En particulier, la concentration en serine a 6t6 augmentde pour obtenir une concentration finale volslne de 
400 mg/l, avantageusement 320 mg/l, car cet adde amind est tr6s rapidement assimll6 par les Serratia, en 
particulier les esp^ces marcescens, liquefaciens et fonticola et les esp^ces Morganella morganii, Proteus mi- 
rabills et Yersinia enterocolitica. L'am6iioration de la croissance est obtenue en augmentant la concentration 
finale de serine, notamment pour Senratia marcescens, comme illustr6 d la figure 1. Comma cela ressort de 
cette figure, une augmentation d'un focteur 10 de la concentration en s6rine permet d'obtenir une croissance 
bact^rienne voisine de celle obtenue avec le milieu Mueller-Hlnton. Les concentrations finales en acides ami- 
nes ont 6t6 dSf inles, apr&s avoir constats leur importance sur la blomasse finale, en tenant compte de la bio- 
masse obtenue dans le milieu Mueller-Hinton. Cette 6tude est notamment blen illustrte avec Pseudomonas 
aeruginosa, dont la croissance et la biomasse finales dependent fortement de la concentration en addes ami- 
n^, comme montrd d la figure 2. 

La base min^rale comprend des ions m^talllques et des sels dont le rdle a 6t6 dtoit par Gottschailc G. 
(Bacteriol. Metabolism, 2nd Edition, page 3, Spring Verlag.. Berlin (1988)). Les ions m^taliiques sont le bore, 
le cobalt, le cuivre, le fer, le manganese, le molybddne, le zinc, qui jouent le rdle de cofacteurs enzymatlques. 
Les concentrations choisies pour ces ions sont celles d6finies par Neidhart (Neidhart C. et al.. Culture Medium 
for Enterobacteria, Journal of Bacteriology, Sept Pages 736-747 (1974)). Arexceptlon du fer, la suppression 
des autres oligo616ments n'entratne pas d'effet slgnif icatif surla croissance des bact^ries test^es car les do- 
sages r6alis6s ont montr6 que ces 6l6ments sont apport6s indlrsctement et en quantity suff isante par les au- 
tres constituants du milieu disponibles commercialement Blen entendu, dans I'hypoth&se de Tobtentlon de 
produits commerdaux de plus en plus pure, on pr6f6re maintenir un apport contr6l6 des ions min^raux afin 
d'assurer une concentration minimum toujoure oompatible avec la croissance des bact6ries. Au contraire, le 
fer s'av6re 6tre un constituent additionnel indispensable, notamment pour la croissance de certaines espSces. 
La concentration du fer dans le milieu, qui est relativement 6lev6e, a 6t6 optlmisde pour satisfaire les exigences 
de P. aeruginosa et des staphylocoques sans inhiber la croissance des autres esp^ces. A titre d'exemple, dif- 
fdrents sels de fer peuvent dtre Indus dans le milieu, tels que le pyrophosphate de fer, le chlorure de fer, le 
citrate de fer et le sulfets de fer, inddpendamment ou en combinalson. De pr6f6rence, ie constituant de I'in- 
vention est le sel de pyrophosphate. 

Le soufre est essentiellement apportd par Hon sulfete, qui repr6sente 45 % du souf re pr^nt dans le mi- 
lieu, male certaines bact6ries, qui ont perdu leur capadt^ d r§dulre I'lon sulfate, pourront utillser d*autres 
compost r^duits presents dans le milieu, notamment la cysteine et la methionine. De preference, I'ion sulfate 
du milieu de I'invention est le sulfets de potassium. La concentration en sulfete choisie est celle d6finie par 
Neidhart 

La source principale de potassium (70%) et de phosphore (100%) est apportee par le phosphate de po- 
tassium dibasique. La concentration de phosphate a ete detenminee afin d'^viter la formation de predpites 
avec les ions caidum et magnesium affectent la qualite optique du milieu et modif iant les concentrations de 
ces deux ions. La concentration choisie est celle d6f inie par Neidhart 

L'ion ammonium constitue une source d'azote utilises par la majorite des bacteries. La concentration en 
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ions ammonium a 6t6 d§f inie en tenant compte des concentratbns en acides amines, qui sont 6galement uti- 
lisdes oomme source d'azote par les bact6ries. 1^ forme dilorure est pr6f6r6e, notamment par rapport aux 
formes ptiospliatd, oed af in d'6viter un apport suppidmentaire d'bns ptiosphate. 

Les ions calcium et magnesium sont les cofacteurs de nombreuses enzymes et sont connus pour modifier 

5 la sensibility ^ certains antlbiotlques, notamment les aminosides vis-^vis de Pseudonrtonas (Christe M. et al. 
(1982) Susceptibility du Pseudomonas aeruginosa aux aminosides: influence du caidum et du magnesium, 
Schweizerische Medizinische Wochenschrift, 112, 4, 241). Les teneurs en ions caidum et magn^siumdu milieu 
de I'invention correspondent aux normes prteonisdes pour I'antibiogramme par le NCCLS (Nattonal Commit- 
tee for Clinical laboratory Standards, 1 990, Methods for dilution antimicrobial, susceptibility tests for bacteria 

10 that grow aerobically. Approved standard publication M7-A2: 10-11 Vlllanova Pa USA). Les concentrations 
pond6rafes en ions caidum et magnesium sont respectivement de 25 et 12,5 mg/l. fomies chlorure de 
caidum et chlorure de magnesium sont avantageusement choisies dans les constituants du milieu de I'inven- 
tion. 

Le chlorure de sodium repr6sente la source principaie d'ions sodium et chlorure. La concentration en NaCI 

IS a 6t6 optimis6e en tenant compte des fortes exigences en sodium de Proteus mirabilis et de Vibrio parahae- 
molyticus, comma montr^ aux figures 3 et 4. 

Les vitamines et facteurs de croissance sont des constituants importants pour les m6tabolismes des bao- 
t^ries. Le r6le des vitamines B1, B2, B5, B6. B12, H et PP dans le m61abolisme bact6rfen est pr6cis6 dans 
plusieurs ouvrages, dont ie 'Manual of Methods for General Bacteriology" de Guirard et Snell (Biochemistry 

20 Fadors In Growth, chapter 7 (1 981 )). Le mSsolnositol. la choline et le gtyc^rol sont des pr^curseurs des lipides 
cellulaires dont les phospholipides membranaires (voir Klig L.S. et al. (1 990) Phosphdipid biosysthesis in Can- 
dida albicans: regulation by the precursors inositol and chdine. J. BacL 178(8): 4407-4414). Les concentra- 
tions en adde folique, aclde lipdTque, spermidine, oxaloao6tate d'6thyle et Tween 80 ont M particulidrement 
bien 6tudi6es pour ie milieu de i'invention. 

25 L'acide fdique est un coenzyme dont importance pour la croissance des ent^rocoques, notamment pour 
les diff§rentes souches d'E. faecalis, E. faedum et E. hirae a 6t6 d6nrK>ntr6e, comme d^crit ci-aprte. II est par 
ailleurs oonnu pour affecter ractlvit6 des antlbiotlques de la famille des sutfamides et du trimdthoprime (Then 
R. et al., MScanisme mol6culaire de la bactSricldie; sulfennides et trimdthoprlme. Bad6ricldie 1990, Editions 
Maioine, Paris). La concentration en adde fdique a 6t6 d6temiin6e pour satisfaire les exigences des souches 

30 test6es et pour sa compatlbilitd avec I'adhritd des antlbiotlques, connne Iilustr6 aux figures 1 2 et 1 3. 

La concentration en aclde lipoTque a 6t6 d^termln^e conmie la concentration minimum permettant d'amd- 
liorer au maximum la croissance des ent6rocoques et des streptocoques du groups B. La figure 6 lllustre Teffet 
de racide lipoiique sur la croissance d'Enterococcus faecalis. 

Les poiyamines sont prdsentes dans les cellules eucaryotes et procaryotes et participant k de nombreuses 

35 r6adions biologiques dont la synth^ des addes nud^lques et des prot^ines (voir Tabor C.W. and Tabor H. 
(1985) Poiyamines in Microorganisms, Microbid. Rev. 49:81-99). La putrescine, la spermine et la spermidine 
ont 6t6 test^es. l-a spermidine a 6t6 choisie en fonction des r6sultats, notamment pour la croissance des Pro- 
teus, Morganelia, Providencia et Senratia d une concentration pr6f6rentielle de 0,75 mg/l. La figure 7 lllustre 
I'effet de la spermidine sur la croissance de Proteus mirabilis. 

40 L'oxaloac6tata d'6thyle estd6crit pour son effet stimulateur surla croissance de nombreuses espdces (Pd- 
czar M.J. et Brown J.H. (1951) Synthetic culture media for reference use in dairy bacteriology, J. Milk Food 
Techno!., 14: 90-91 et 97). Son influence sur la croissance des souches de staphyloooques a 6t6 mise en Evi- 
dence, comme montr§ d la figure 6, et la concentration retenue est celle permettant d'ann6llorer la croissance 
des staphyloooques sans inhiber celle des autres espdces. 

45 Le Tween 80 est un agent 6mulsif iant et dispersant n peut remplacer la biotine comme montr6 par Gretler 
A.C. et al. (Vitamine nutrition of the staphyiococd with spedal reference to their biotin requirements (1954) J. 
Bact 70: 44-49). II joue dgalement un r51e d^toxif iant et protecteur en absorfoant les 6ventuels dements me- 
tabolites toxiques du milieu (voir Klein R.D. et al. (Simplified media for growth of haemophilus Influenzae for 
clinical and nonnal flora sources. Journal of General Microbiology. 113: 409-411 (1 979)). Comme montr^ d la 

50 figure 9, la suppression de Tween 80 dans le milieu entrafhe une diminution de croissance des diff^ntes 
espdces bad^riennes. 

Les sources de carbone du milieu de I'invention sont representees majoritairement par un sucre, de pre- 
ference D-glucose et un aclde organique, en particuller Tacide L-malique. Le D-glucose a ete retenu, compte 
tenu de son utilisation par un grand nombre d'espdces bact6riennes d metabolisms fermentatif ou non (Stanier 
55 R.Y. et al. (1966) The aerobic Pseudomonas: a taxonomlc study. J. Gen. Microbid. 43 : 159-271). Sa concen- 
tration dans le milieu de I'invention a 6t6 determin6e pour atteindre une blomasse proche de celle obtenue 
avec le milieu Mudler-Hlnton de reference. L'acide L-malique est n6cessaire k la croissance des especes non 
gludddytiques, telles qu'Alcaligenes faecalis, comme montre d la figure 10, et Pseudomonas addovorans. II 
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am^liore dgalement la croissanoe de Pseudomonas aeruginosa qui Tutilise pr6f§rentiell8inent au glucose 
comme source de carbone, oomme montr6 k la figure 11 . Les concentrations respectlves en D-gluoose et en 
L-malique ont 6t6 d6termin6es pour rdpondre aux quaiitSs du Mueller-Hinton. 

Les bases puriques et pyrimidlques peuvent 6tre apport6es sous plusieurs formes, c'est-d-dire sous forme 

5 de pr^curseurs, de bases llbres, de nud^ides ou de nud^otkles. Les 6tudes sur le milieu de i'inventlon ont 
montrd que I'apport des deux prtoirseurs hypoxanthine et uradle ne satisfait pas las exigences en base des 
ent6rocoques. Par ai lleurs, les nud6otides entrafhent une diminution de la croissance de nombreuses espdces 
bactdriennes. Des amdiioratlons signif icatives ont 6t6 obtanues avec les nud6osides. en I'absence de la thy- 
midine oompte tenu de son incompatibility avec l'activi(6 des sulfamides et du trim^thoprime. 1^ proportions 

10 entre purines et pyrimidines ont 6t6 d§f inies par rapport d celles d^crites pour ia synthtee de TARN par Nei- 
dhart (Neidtiart et al. (1990) Physiology of the bacterial cell. A molecular approach. Sinauer associates, inc. 
USA), en tenant compte de I'absence de thymidine, c'est-d-dire purines/pyrimidlnes dans un rapport compris 
entre 1,5 et 2,2 et avantageusement de 1,8. Les concentrations finales ont 6t6 ensulte optimls6es essentiel- 
lement pour satisfaire la croissance des staphylocoques et des entirocoques. 

IS Le tampon a 6t6 choisi pour rdpondre aux exigences de quality optique du milieu et de pH, le pH 7,4 Stant 

adapts ^ I'antibiogramme et k la croissance des bactSries. La forme adde est apportSe par le tampon MOPS, 
qui a 6t6 particuiidrement choisi en raison de son pKa de 7,2 20''C) proche du pH du milieu. La concentration 
du tampon MOPS a 6t6 d6f Inle de fagon & assurer un pouvoir tampon 6quh/alent d celul du milieu Mueller- 
Hinton sans dSpasser la concentratbn de BOmM, au-deld de laquelle des Inhibitions de croissance bactSrienne 

20 ont 6t6 dScrites par Neidhart L.a forme basique particuliSrement retenue est le tampon Tris, qui a 6t6 prSfSrS 
k une base forte comme I'hydroxyde de sodium, af in d'6vlter un apport suppi6mentaire d'ions. La concentration 
dans le milieu de I'lnvention a 6t6 dSf Inie en Ibnction de celie du tampon MOPS et du pH final souhaltS. 

La Demanderesse a par ailleurs d6montr6 que i'additlon de peptides dans le milieu de Hnvention avait un 
effst stimulateur, notamment pour la croissance des entSrocoques. Parmi les peptides testes, seuls ceux pr6> 

25 sentant une taille lnf§rieure ou 6gale ^ 15 acldes amines entralhent une forte amelioration de ia croissance. 
Par ailleurs, la Demanderesse a montr6 que Taddition des acides amines llbres constitutifs des peptides, ap- 
portSs en concentration ^uivalente, ne permet pas de reproduire I'effet stimulateur, comme iliustrS d la figure 
14. En partlculier, le tStrapeptide Ala-Gly-Ser-<3iu entraihe une amelioration considerable de ia croissance de 
differentes souches d'Enteroooccus hirae et d'Enterococcus faechjm, d'autres peptides tels que Glu-Asp-Arg- 

30 Pro-Pro-Leu-Phe-Gly-Gln-Gly-Thr-Val et Ala-Ser-Asp-Ala-Lys-Ala-Tyr-Asp-Thr-Glu-Val donnant des rSsuItats 
interessants pour d'autres souches d'enteroooques. 

Exemple 2: Preparation du mliieu de rinventlon. 

35 Le milieu seion rinvention peut-etre prepare, par exemple. e partb* de six solutions meres concentrees 
qui sont obtenues directement e partlr des constituants commeroiaux en poudre, references dans le catalogue 
de la societe SIGMA, dilues avec une quantite requise d'eau dlstiliee. Les solutions sont ensuite sterilisees 
par fiitratbn et rdfrigerees sous forme liquide ou congeiees e -20''C. Las solutions meres, qui sont respecti- 
vement des solutions de la base minerale (5X concentree), des oligo-ei6ments (10 OOOX concentree), des aci- 

40 des amines (3X concentree), des nudeosides (8X concentree), des vitamines hydrosolubles (700X concen- 
tree), des vitamines llposolubles (2000X concentrees), sont ensuite meiangees entre elles, puis diluees avec 
une quantite requise d'eau distiliee et additionnees aux glucose, adde L-malique et phosphate de potassium 
dibaslque (constituants commerdalses par la sodete SIGMA). Si necessaire le pH est ajuste par addition de 
soude ou d'acide chlorhydrique pour obtenir une valeur voisine de 7,4. L'ordre dans lequel sont melanges les 

45 differents constituants n'est pas critique. 

Exemple 3 : comparaison des resultats obtenua avec le milieu de rinventlon et le mflleu Mueller-Hin- 
ton de reference. 

50 En vue de ia determination de la senslbilite aux antibiotiques, une suspension de 0,5 MF (Mac Fariand) 
dans de i'eau physidogique a et6 prepar6e e partir de colonies bacteriennes preievees sur boites de Petri, la 
lecture etant effectuee sur un densitometre ATB 1 550 commeroialise par la societe BIOMERIEUX (ATB marque 
de commerce). La suspension obtenue a respecth^ement ete diluee au 1/100eme dans le milieu de I'inventlon 
et le milieu Mueller-Hinton. Des cartes VITEK (VITEK marque de commerce) contenant differents antibiotiques 

55 e 1 0 concentrations ont ete remplies sous vide dans un apparell VITEK commerdalise par la sodete BiOME- 
RIEUX-VITEIC Les cartes ont ete Incubees pendant 12 heures dans un incubateur/lecteur VITEK commercia- 
lise par la societe BiOMERIEUX-VITEK. Les dnetiques de croissance ont ete visuailsees, interpretees et une 
CMI equh^iente a ete determinee (CMI equlvalente: concentration minlmale dinhlbition equivalente, c'est-d- 
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dire la plus petite concentration pour laquelle aucune croissance bact6rienne n*est d6tBGl6e par rappareiQ. 
I^s r6sultats ont 6t6 pr§8ent6s dans les tableaux 3 et 4 ct-aprte. 
1ST fait r6f6rence au milieu de I'lnventlon et MH signlf ie milieu Mueller-Hinton. 

5 

TABLEAU 3 



R&,^uitata aur Ifts hact6ries ft Gram (-) 



30 



so 







CMI 6quivalente 


CatdgoHe NCCLS 


antibtotiQues 


souches 










conconu auwii 




ICT 


•vin 


1ST 


MH 


en mo/I 














f. coif 












CDC 2008 


< Q,QO 


^ A Afi 


c 


c 




CDC 2254 


#\ c 


1 


c 

9 


e 


CeiXaZiaiinB 






ft 91* 








CDC 2102 




C 


s 


CDC 2162 






c 

w 


s 




CDC 2240 


U«D - 1 


1 


e 


s 




Pm aefuginosB 












AP 9 








R 




APIS 


A 
*» 




C 


s 

w 




CDC 2275 


A 
«t 




e 

9 


s 


• 


ATCC 27853 


1 




e 


w 




K* poBUfnoniso 




o 
o 








CDC 2174 


o 
O 


Q 


Q 

o 




CDC 2182 


16 






1 
1 




AP 14 


64 


256 


1 

1 


ri 


piperaCiiiine 








Q 




[1 -> 2561* 


CDC 2021 


z 




w 




CDC 2162 


> 2oO 


> ZOD 


D 
t\ 


D 
W\ 




P. aeruoiftoso 












APS 


4 


4 


s 


s 




AP 13 


8- 16 


16 


s 


s 




5. cloacae 












CDC 2013 


64/2 


128/2 


1 


R 




CDC 2129 


2/2 


2/2 


s 


S 


ticarcilline acide 


5. co/i 










clavulanlque 


CDC 2084 


4/2-8/2 


8/2 


s 


S 


(1/2 -> 256/21 ♦ 


CDC 21 1 1 


32/2-64/2 


32/2-64/2 


1 


1 


CDC 2259 


256/2 


> 256/2 


R 


R 




P, aeruginosa 












CDC 2099 


128/2 


128/2 


R 


R 




APS 


8/1-16/2 


16/2 


S 


S 




AP 13 


64/2 


128/2 


S 


S 




/T. pneumoniae 












CDC 2177 


0.5 


0.25 


S 


S 




CDC 2249 


8 


8 


1 


1 




CDC 2279 


4 


4 


s 


s 


gentamicine 


P. aeruginosa 










10.125 -> 641 • 


CDC 2009 


16-32 


32 


R 


R 




CDC 2239 


2 


2 


S 


S 




CDC 2257 


0,5-1 


0.5 


S 


s 
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5 



10 





K, pneumoniae 












CDC 2279 


0,25 


0,25 


S 


S 




API 88.03.111 


1 


1 


S 


S 


ofloxacine 


API 88.08.056 


4 


4 


1 


1 


10.125 -> 321 • 


5. marcescens 












API 81.45.111 


4 


2 


1 


S 




AR 81.47.110 


16 


8 


R 


R 




£. coff 












UA 200 


<0,25/4.75 


<0, 25/4, 75 


S 


S 


tfimdthopfifne -i- 


API 84.03.115 


128/2432 


128/2432 


R 


R 


sulfam6thoxazote 


K. pneumoniae 










(0.25 - 4,75 -> 


CDC 2174 


<0,25/4.75 


<0,25/4.75 


S 


S 


128 / 2432] * 


CDC 2280 


1 28/2432 


1 28/2432 


R 


R 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



46 



SO 
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R6sultats sur lea bact^rles h Gram 1 + 1 









CMI ^quivalenta 


Cat6gorie NCCLS 




antibiotiques 


souches 










4/1 


isn mo/I 




1ST 


Win 




tLMU 






5. aureus 
ATCC 29213 


< u,uo 


< U,UD 


Q 


o 


IS 


tfifn^thonrifna 4- 
gliifannAihmfayftlft 


CDC 2215 
CDC 2194 


0,12 
< 0,06 


All 

< 0,06 


c 
o 

s 


s 


£0,06/1.14 •> 


S^epsdermidis 
CDC 2024 
CDC 2234 


< O,0o 
lo 


< o,ud 


S 

D 

n 


o 
K 






CDC 2105 


0,25 


0.25 


s 


S 






5. aureus 










20 




ATCC 29213 


2 


•J 

2 


c 
o 








CDC 2215 


2 


1 


S 


s 






CDC 21 94 


z 


1 


c 


o 
o 


25 


[0,5 -> 321 • 


eoid&fnkfis 
CDC 2024 
CDC 2234 


4 


4 

2 


S 
e 

9 


s 






CDC 2105 


4 


2 


S 


S 








8 


16 


1 










1 


1-2 


s 


s 


30 




CDC 2225 




A 


c 






S* aureus 
ATCC 29213 


0,5 


0,25 


s 


s 






CDC 2215 


0,5 


0,5 


s 


s 






CDC 2194 


> 32 


> 32 


R 


R 


35 


^rythronnidne 
10,06 -> 321 • 


S. epidermidis 
CDC 2024 
CDC 2234 


0,5 
> 32 


0,25 
> 32 


S 
R 


S 
R 






CDC 2105 


0,25 


0,25 


S 


S 






£. faecah's 










40 




CDC 2073 
CDC 2230 


16 
4 


16 
4 


R 
1 


R 
1 






S. aureus 














ATCC 29213 


< 0,5 


< 0,5 


S 


S 






CDC 2215 


1 


< 0,5 


s 


S 




oxaciltine 


CDC 2194 


1 


< 0f5 


s 


S 


45 


[0,5 -> 161 • 


5. epidermidis 
CDC 2234 


2 


4 


s 


R 



* Une gamme de concentration, de raison 2, a §t4 
testae pour chaque antibiotique dans chacune des 
fourchettes de concentration precitees. 



S J et R signif lent respectivement "sensibles", 'intenmddiaires' et "r6sistant8s" en r6fdrence aux concen- 
trations critiques ddf inies par le NCCLS (National Committee for ainical Laboratory Standards). 
CIX: : Center Disease Control (Atlanta, Eiats-Unis). 

UAet AP : Collection de souches dtottes parFandrols J.P. et al. 'Antlbiogramme automatlsd" (1988) idre 
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6ditbn. Waiter Coussement - Bnixelles. 

ATCC : American Type Culture Collection (USA). 
API : souchier BIOMERIEUX. 

Comme cela ressort des tableaux cndessus, II existe une concordance des r^sultats d plus ou nwlns une 
dilution pr^, ce qui d^montre r^quivalence des deux milieux en ce qui conoerne l'6tude des antiblotiques. 
Par ailleurs, les rdsultats montrent que le milieu de I'invention permet de d6tecter des souches qui pr^sentent 
un caract^re de resistance aux antiblotiques. 

Example 4 : comparaison antra la mDiau da I'invantfon at la milieu dderit dans la bravat EP-0 019 054. 

Le milieu antdrieur a 6t6 initialement febriqu^ suivant la procedure d^crite par Hall (Hall M.J. et al., Roche 
susceptibility test (RST) medium, a defined formulation for susceptibility testing II, Manufacture stability and 
use. Journal of Microbiological Method 2 : 215-220 (1984)). Le proc6d6 a cependant dO dtre l^g^rement mo- 
dif 16 oompte tenu de la precipitation de la solution oontenant les acides amines, le magndshim glycerophos- 
phate et le calcium gluconate. 

Comparaison de la crotssance bactdrienne : 

Les souches respectlvement test6es sont des enterobact§ries, Pseudomonas aeruginosa, des staphylo- 
coques, des ent6rocoques et des streptoooques de groupe B. 

A partlr de colonies Isoldes sur g^lose, une suspension a et6 pr^par^e, ajust6e k 0,5 MF dans de Teau 
physlologique (densitomdtre ATB 1550). La suspension a ete dilute au 1/10§me dans de I'eau physiologique, 
puis redlluee au 1/10eme respectlvement dans le milieu RST et le milieu 1ST de rinvention, pr6alablement r6- 
partis d 1ml par cuvette dans les cassettes de I'appareil MS2 (commercialism par la socl6t6 ABBOTT). Les 
cassettes ont 6t6 incub^es pendant 10 heurss et une lecture a 6t6 effectute toutes les 5 minutes. 

Comme illustr6 k la figure 1 5« on observe une croissance plus raplde des st reptocoques du groupe B avec 
le milieu de ('Invention en comparaison avec le milieu RST, ce qui bien entendu permet une lecture de I'anti- 
biogramme apr&s 5 heures d'incubation par analyse cln6tique de la croissance, centre environ 9 heures avec 
le milieu ant^eur. 

De m§me, la dnStique de croissance des ent6rocoques avec le milieu de i'invention penmet de rendre un 
r^sultat d'antibiogramme en environ 5 heures, ces m§mes bact6ries poussant diff Icilement avec le milieu de 
Tart antdrieur. Ceci est bien illustrft k la figure 16, qui donne une comparaison de la croissance d'une souche 
d'E. feedum avec les milieux 1ST et RST. 



Ravandications 

1) Milieu nutritif pour la culture de mlcroorganlsmes, caract§ris6 en ce qu'il comprend 7-70 mg/l d'alanine. 
8-80 mg/l d'arginine, 5-50 mg/l d'asparaglne. 6-60 mg/l d'acide aspartique, 2-20 mg/l de cyst6lne, 4-40 mg/l 
de glutamine, 6-80 mg/l d'acide glutamique. 7-70 mg/l de glycine. 2,5-25 mg/l d'histidine. 6-60 mg/l d'lsoleu- 
clne, 9-90 mg/l de leucine, 9-90 mg/l de lysine, 4-40 mg/l de methionine, 5-50 mg/l de phenylalanine, 4-40 
mg/l de proline, 4-400 mg/l de s6rine, 5-50 mg/l de threonine, 2-20 mg/l de tryptophane. 4-40 mg/l de tyrosine, 
8-80 mg/l de valine, 0,01-0,2 mg/l de blotlne, 0,01-0,3 mg/l de pantothenate de calcium, 0.001-0.01 mg/l d'ad- 
de folique. 0,01-0.5 mg/l d'inositd. 0.04-0,2 mg/l de vitamine PP, 0,02-0,3 mg/l de vitamine B6, 0.01-0.1 mg/l 
de chlorure de thiamine. 0.005-0,05 mg/l d'acide lipoTque, 0,1-5 mg/l de chdine, 1-10 mg/l d'oxalo-acetate 
d'ethyle, 0,1-1 mg/l de spermidine. 5-50 mg/l de Tween 80, des nudeosldes purlques et pyrimidiques dans un 
rapport des premiers aux seconds comprls entre 1 ,5 et 2,2, les nudeosides purlques consistant en I'adenoslne 
et la guanosine, dans un rapport de la premiere k la seconde comprls entre environ 0.8 et 1,2, les nudeosides 
pyrimidiques consistent en la cytidine et I'uridine, dans un rapport de la premiere e la seconde compris entre 
1 et 3, 100-10000 mg/l de glucose, 100-10000 mg/l d'acide malique, 0.020-0.583 mg/l de fer, 49,3-493 mg/l 
de potassium. 1 .2-12 mg/l de magnesium, 2,7-27,2 mg/I de calcium, 1 ,18-3,15 de sodium, 1820-5000 mg/l en 
chlorure, 1 7,8-178,3 mg/l en ion phosphate, 33,6-336,0 nng/1 en ion ammonium, 2000-20000 mg/l d'un tampon 
acide, et 1000-10000 mg/l d'un tampon basique. 

2) Milieu selon la revendicatlon 1, caracterise en ce qu'il comprend 5-50 mg/l d'adenoslne, 3-30 mg/l de 
cytidine, 6-60 mg/l de guanosine, 1-10 mg/l d'urldlne. 0,2-5 mg/l de pyrophosphate ferrique, 100-1000 mg/l 
de phosphate de potassium dlbaslque, 10-110 mg/l de chlorure de magnesium, 10-100 mg/l de chlorure de 
caldum, 100-1000 mg/l de chlorure d'ammonium, 3000-6000 mg/l de chlorure de sodium. 

3) Milieu selon 1 ou 2 caracterise en ce qu'il comprend en outre jusqu'e 0.022 nrg/\ de molybdene, jusqu'd 
0,010 mg/l de cobalt, jusqu'e 0,027 mg/l de manganese, Jusqu'e 0,007 mg/l de zinc, jusqu'e 0,128 mg/l de cui- 
vre, Jusqu'e 0,088 mg/l de bore. Jusqu'e 18.4 mg/l d'lon sulfate. Jusqu'e 0.1 mg/l de riboflavlne. Jusqu'e 0,005 
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mg/l de cyancxx>balamine, Jusqu'd 0,1 mg/l de m6nadione, Jusqu'd 0,5 mg/l d'acide borique et/ou Jusqu'd 5 
mg/l de glyc6rol. 

4) Milieu eelon la revendication 3, caract6ris6 en ce qu'il oomprend JusqiTd 0,04 mg/l de molybdate d'anv 
monlum, Jusqu'd 0,04 mg/i de chlorure de cobait, jusqu'd 0,1 mg/i de chlorure de manganese, jusqu'S 0.03 
mg/l de sulfate de zinc, jusqu'd 0,5 mg/l de sulfete de cuivre, et/ou jusqu'ii 100 mg/l de sulfete de potassium. 

5) Milieu selon I'une quelconque des revendicattons pr6c6dentes, caract6ris6 en ce qu'ii comprend 0,0005- 
0.005 mg/l de cyanocobalamine, 0,01-0,1 mg/l de menadione, 0,01-0,5 mg/l de m6nosltol, 0,01-0,1 mg/l de 
riboflavine, 0,1-5 mg/l de glyc6rol, 0,0004-0,04 mg/l de mdybdate d'ammonium, 0.0004-0,04 mg/i de chlorure 
de cobalt, 0,001-0,1 mg/l de chlorure de manganese, 0,0003-0,03 mg/l de sulfate de zinc. 2000-20000 mg/l 
de tampon MOPS, 1000-10000 mg/l de tampon Tris. 

6) Milieu selon ia revendication 1, caract^risd en ce qu'ii oomprend au moins 65 mg/l d'alanine, 73 mg/l 
d'arglnine. 43 mg/i d'asparagine, 53 mg/l d'acide aspartique, 16 mg/l de cysteine, 37 mg/l de glutamine, 73 
mg/i d'acide glutamique, 66 mg/l de glycine, 22 mg/l d'histidine, 54 mg/l d'isoleucine, 84 mg/i de leucine, 89 
mg/l de lysine, 33 mg/i de methionine, 44 mg/l de phenylalanine. 36 mg/l de proline. 320 mg/l de serine, 43 
mg/l de threonine. 17 mg/l de tryptophane, 36 mg/l de tyrosine. 70 nr^l de valine. 0,03 mg/l de biotine, 0,03 
mg/i de pantothenate de calcium. 0.0008 mg/l de cyancK^balamine, 0.005 nr^l d'adde folique, 0,05 mg/l de 
menadione. 0,15 mg/i de mesoinositol, 0,15 mg/l de vitamine PP. 0,15 mg/l de vitamlne B6, 0.03 mg/l de ribo- 
flavine. 0.03 mg/l de chlorure de thiamine. 0,01 mg/i d'acide lipoTque, 1 ,5 mg/l de choline, 2,5 mg/l de glycerol. 
5 mg/l d'oxaloacetate d'ethyle, 0,75 mg/l de spermidine. 10 mg/l de Tween 80, 15 mg/l d'adenosine, 10 mg/l 
de cytldlne. 20 mg/l de guanoslne, 6 mg/l d'uridine, 750 mg/l de glucose, 500 mg/l d'acide malique, 0,004 mg/l 
de molybdate d'ammonium, 0.004 mg/i de chlorure de cobalt, 0.016 mg/l de chlorure de manganese. 0.003 
mg/l de sulfate de zinc, 1 ,8 mg/l de pyrophosphate ferrique, 0.25 mg/l de sulfate de cuivre, 0,025 mg/l d'acide 
borique. 50 mg/i de sulfate de potassium. 230 mg/i de phosphate de potassium dibaslque, 100 mg/l de chlorure 
de magnesium, 90 mg/l de chlorure de calcium, 500 mg/l de chlorure d'ammonium, 7500 mg/l de chlorure de 
sodium, 15000 mg/l de tampon MOPS, 7000 mg/i de tampon Tris. 

7) Milieu seion I'une des revendicatbns precedentes. caracterise en ce qu'ii comprend de plus au moins 
un peptide e une concentration comprise entre 50 et 1 00 mg/l ou un melange de peptides d une concentration 
comprise entre 50 et 1000 mg/l, lesdits peptides presentant une longueur comprise entre 4 et 15 acides ami- 
nes. 

8) Milieu selon ia revendication 7, caracterise en ce que le peptide est choisi parmi les peptides presentant 
les sequences d'acides amines sulvantes: 

Ala-GIy-Ser-Glu, 

Glu-Asp-Arg-Pro-Pro-Leu-Phe-Gly^n-Gly-Thr-Val, 

et 

Ala-Ser-Asp-Ala-Lys-Ala-Tyr-Asp-Thr-Glu-Val. 

9) Milieu seion I'une des revendications pr^:edentes, caracterise en ce qu'ii oomprend en outre un extralt 
de boeuf, en une concentration preferentieliement comprise entre 2 et 10 g/l. 

10) Milieu selon i'une des revendications precedentes, caracterise en ce qu'll comprend un agent geiif lent, 
en particuiier de i'agarose, e une concentration d'environ 10000 mg/l. 

11) Utilisation du milieu tel que defini dans I'une quelconque des revendications precedentes dans la de- 
termination de I'actMte d'une substance therapeutiquement active centre un microorganlsme infectieux. 
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